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Rezumat
Prezenta lucrare este dedicată elaborării procedeelor analitice pentru studierea compuşilor biologic activi, în pri-
mul rând alcaloizilor benzofenantridinici, în părţile aeriene de maclee. Studiul s-a efectuat pe mostrele prelevate din 
colecţia Centrului Ştiinţifi c de Cultivare a Plantelor Medicinale, IP USMF “Nicolae Testemiţanu”. În lucru s-a utilizat 
cromatograful de lichide Agilent 1260 cu detector UV-DAD şi coloane analitice cu faza inversă. Substanţele tanante 
s-au determinat la spectrofotometrul Lambda 25 (Perkin Elmer) prin metoda Farmacopeii Europene. Optimizării au 
fost supuse atât condiţiile de separare cromatografi că, cât şi tehnica de preparare a probelor, luând în vedere fenomenul 
legării alcaloizilor cu matricea biologică. Ca rezultat s-a elaborat un procedeu rapid şi efi cient pentru dozarea alcalo-
izilor benzofenentridinici cu aplicarea cromatografi ei de lichide în condiţii izocratiсe pe fază inversă cu catenă scurtă 
Kromasil 100 C1. Pentru dozarea unor grupe de compuşi polifenolici (fl avonozide şi acizi hidroxicinamici) s-a utili-
zat cromatografi a în regim gradient pe faza staţionară Zorbax Eclipse XDB-C8. S-a studiat repartizarea substanţelor 
biologic activi între diferite organe aeriene ale plantelor, confi rmând că frunzele, preferabil fără peţioli, sunt cele mai 
potrivite în calitate de materie primă. Pe baza studiilor efectuate a fost elaborat proiectul de monografi e farmacopeică 
pentru produsul vegetal „Frunze de maclee”.
Cuvinte-cheie: Macleaya microcarpa (Maxim.) Fedde, analiza fi tochimică, HPLC, spectrofotometrie, alcaloizi ben-
zofenantridinici
Summary. Optimisation of analytical methods for the phytochemical analysis and standardizaton of herbal 
drug of Macleaya microcarpa (Maxim.) Fedde
The present work is dedicated to the development of analytical procedures for studying of biologically active sub-
stances, fi rst of all benzophenanthridine alkaloids in aerial parts of Macleaya microcarpa (Maxim.) Fedde. The study has 
been performed on samples, taken of the collection of Scientifi c Centre for Cultivation of Medicinal Plants of the Nicolae 
Testemitanu SUMPh. In this work was used a liquid chromatograph Agilent 1260 with UV diode-array detector and rever-
sed-phase analytical columns. Tannins have been determined on a spectrophotometer Lambda 25 (Perkin Elmer) by the 
European Pharmacopoeia method. To optimisation has been subjected both chromatographic separation conditions and 
the technique of assay preparation, taking into account the phenomenon of alkaloids building with the biological matrix. 
As a result, a quick and effi cient procedure for qualitative analysis of benzophenanthridine alkaloids has been developed, 
using liquid chromatography in isocratic conditions on a short-chain reversed phase Kromasil 100 C1. For determination 
of some groups of polyphenolic compounds (fl avonoid glycosides and hydroxycinnamic acids) was used the gradient 
elution chromatography on the stationary phase Zorbax Eclipse XDB-C8. Distribution of biologically active substances 
between various aerial organs of plants has been studied, and was confi rmed that leaves, preferable without petioles, are 
the most suitable as a raw material. On the basis of performed researches, a project of the pharmacopoeical monograph 
for herbal drug “Macleaya leaf” was developed.
Key words: Macleaya microcarpa (Maxim.) Fedde, HPLC, phytochemical analysis, spectrophotometry, benzophe-
nanthridine alkaloids
Резюме. Оптимизация аналитических методов для фитохимического анализа и стандартизации 
растительного сырья вида Macleaya microcarpa (Maxim.) Fedde
Данная работа посвящена разработке аналитических процедур для исследования биологически активных ве-
ществ, в первую очередь бензофенантридиновых алкалоидов в надземных частях маклейи мелкоплодной. Иссле-
дования были выполнены на образцах, взятых из коллекции Научного Центра по Выращиванию Лекарственных 
Растений при ГУМФ им. Николая Тестемицану. В работе использован жидкостной хроматограф Agilent 1260 с 
диодно-матричным УФ детектором и обращено-фазными аналитическими колонками. Дубильные вещества были 
определены на спектрофотометре Lambda 25 (Perkin Elmer) по методу Европейской Фармакопеи. Оптимизации 
были подвергнуты как условия хроматографического разделения, так и техника подготовки проб с учетом фено-
мена связывания алкалоидов с биологической матрицей. В результате была разработана быстрая и эффективная 
процедура количественного определения бензофенантридиновых алкалоидов с применением жидкостной хро-
матографии в изократических условиях на короткоцепочечной обращенной фазе Kromasil 100 C1. Для определе-
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ния отдельных групп полифенольных соединений (флавоноидные гликозиды и гидроксикоричные кислоты) ис-
пользовалась хроматография в режиме градиентного элюирования на стационарной фазе Zorbax Eclipse XDB-C8. 
Было исследовано распределение биологически активных веществ между различными надземными органами 
растений и получено подтверждение того, что листья, предпочтительно без черешков, являются наиболее подхо-
дящими в качестве сырья. На основании выполненных исследований разработан проект фармакопейной статьи 
для растительного сырья «Маклейи лист».
Ключевые слова: Macleaya microcarpa (Maxim.) Fedde, фитохимический анализ, ВЭЖХ, спектрофотоме-
трия, бензофенантридиновые алкалоиды
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Introducere. În prezent, elaborarea noilor pro-
duse antimicrobiene de origine vegetală, precum şi 
depistarea noilor acţiuni ale celor cunoscute devine 
tot mai actuală. Principala cauză constă în dobândi-
rea rezistenţei de către microorganizmele patogene la 
majoritatea antibioticelor tradiţional administrate [1]. 
Produsele naturale cu acţiune antimicrobiană, la fel 
ca şi cele de origine sintetică, posedă efi cienţă tera-
peutică, dar cu risc redus al efectelor adverse asupra 
organismului uman.
Genul Macleaya este cunoscut ca sursă de alca-
loizi benzofenantridinici – substanţe aromatice hete-
rociclice, ce posedă proprietăţi antibacteriene şi an-
timicotice. Speciile Macleaya microcarpa (Maxim.) 
Fedde şi Macleaya cordata (Willd) R. Br. sunt utili-
zate în industria farmaceutică pentru producerea sub-
stanţei active „Sanguiritrină”, precum şi preparatelor 
extractive. Aceste produse au fost testate în clinică, 
demonstrând acţiune antimicrobiană împotriva bacte-
riilor gram pozitive şi gram negative, dar şi fungilor 
patogeni ale genului Candida [2-4].
Pentru dozarea acestor alcaloizi în produse vege-
tale sunt folosite metode spectrofotometrice cu puri-
fi care prealabilă a probelor prin reextracţie lichidă [5] 
sau cromatografi e în strat subţire [6,7] şi metode cro-
matografi ce (HPLC), de obicei pe faze inverse cu re-
agenţi de perechi de ioni în componenţa fazei mobile 
[8,9]. În majoritatea metodelor descrise în literatură 
tehnicile de preparare a probelor sunt voluminoase şi 
/sau îndelungate, iar extracţia alcaloizilor din mediu 
alcalin (unde se utilizează) prezintă risc de ai pierde 
prin oxidare. În farmacopeea Republicii Belarus (FS 
RB) este inclusă monografi a pentru produsul vegetal 
“Frunze de maclee”, în care dozarea compuşilor ac-
tivi (suma bisulfaţilor de sanguinarină şi cheleritrină) 
se efectuează prin metoda spectrofotometrică [5]. 
Scopul studiului a constat în optimizarea proce-
deelor de analiză şi standardizare a materiei prime ob-
ţinute din sp. Macleaya microcarpa (Maxim.) Fedde 
şi studierea compoziţiei fi tochimice ale plantei intro-
duse în cultură în condiţiile climaterice a Republicii 
Moldova. Aceste metode trebuie să permite determi-
narea alcaloizilor individuali, precum şi principiilor 
active din alte grupe chimice. În cazul dat este utilă 
aplicarea metodei cromatografi e de lichide.
Material şi metode. Mostrele de maclee au fost 
prelevate din colecţia Centrului Ştiinţifi c de Cultiva-
rea Plantelor Medicinale din cadrul USMF “Nicolae 
Testemiţanu”. 
În lucru s-au utilizat cromatograful de lichide cu 
detector UV cu şir de diode (DAD) seria „Agilent 
1260”, coloanele analitice Kromasil 100 C1, 5 mkm 
4,6 x 150 mm; Kromasil 100 C4, 5 mm 4,6 x 100 
mm; Zorbax Eclipse XDB-C8, 5 mkm 4.6 x 150 mm 
şi spectrofotometrul „Lambda 25” (Perkin Elmer). 
Dozarea substanţelor tanante şi a sumei compuşilor 
fenolici s-a efectuat prin metoda spectrofotometrică 
bazată pe reacţia de culoare cu reactivul fosfomolib-
denowolframic, recomandată de Farmacopeea Euro-
peană.
La identifi carea şi dozarea unor grupe de com-
puşi farmacologic activi s-au folosit substanţele de 
referinţă: “Sanguinarine chloride hydrate” (Lot # 
MKBR6442V), Alfa Aesar; “Chelerythrine chloride” 
(Lot: F29X178), Sigma; “Chlorogenic acid” (Batch: 
HWI00352), HWI Analytic GmbH şi “(-)-Epicate-
chin” (Lot # BCBH5714V), Sigma. 
Reactivele şi solvenţii cu grad “pentru croma-
tografi e” şi au fost procurate de la Fluka şi Sigma-
Aldrich.
Rezultate şi discuţii.
Optimizarea metodei cromatografi ce de dozare 
a alcaloizilor benzofenantridinici în produsul vege-
tal „Frunze de maclee”. Pentru elaborarea metodei 
HPLC de dozare a alcaloizilor principali ai macleei 
(sanguinarina şi cheleritrina) s-au efectuat cercetări 
la etapa de analiză cromatografi că, precum şi la etapa 
preparării probelor.
Deoarece din start am evaluat macleea ca sursă 
de alcaloizi benzofenantridinici, metoda analitică a 
fost optimizată pentru dozarea acestor compuşi. Am 
observat că alcaloizii determinaţi, fi ind baze azotice 
cuaternare, dau picuri cromatografi ce cu forma mai 
bună pe sorbenţi cu catenă scurtă (C1, C4), faţă de 
sorbenţii tradiţionali (C8, C18). După selectarea co-
loanei cromatografi ce şi condiţiilor de analiză s-a 
propus un procedeu simplu şi rapid, bazat pe separa-
rea cromatografi că a alcaloizilor pe coloana cu faza 
staţionară Kromasil 100 C1, 5 mkm, cu dimensiunile 
4,6 x 150 mm la eluarea izocratică cu faza mobilă 
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acetonitril – soluţie acid trifl uoracetic 0,05% (32:68), 
viteza de eluţie 1,5 ml/min şi detecţia în UV la lun-
gimea de undă 400 nm. O astfel de sistemă a permis 
obţinerea variantei optime din punct de vedere al se-
lectivităţii şi timpului unei analize (circa 3,5 min), 
fără utilizarea adausurilor speciale sau concentraţiilor 
înalte de electroliţi în faza mobilă (Figura 1).
Alegerea metodei de preparare a probelor s-a do-
vedit a fi  o sarcină mai difi cilă. Din sursele biblio-
grafi ce se cunoaşte faptul legării alcaloizilor macleei 
cu matricea produsului vegetal [10], dar şi îmbună-
tăţirea extracţiei acestora cu utilizarea extragenţilor 
acidulaţi la încălzire [8]. Totodată, am depistat că şi în 
extractele hidroalcoolice o parte semnifi cativă de al-
caloizi, în deosebi sanguinarina, la fel este în stare le-
gată, probabil cu produsele polimerice de oxidare ale 
compuşilor polifenolici, iar analiza cromatografi că în 
cazul dat permite determinarea doar a fracţiei libere 
de alcaloizi. Pentru eliberarea alcaloizilor legaţi am 
utilizat reacţia hidrolizei acide, varianta optimă fi ind 
selectată din datele expuse în tabelul 1. 
Tabelul 1
Optimizarea compoziţiei extragentului la 










40% EtOH 2,74 4,43
0,1 M HCl 4,20 4,43
0,01 M H2SO4 în 40% EtOH 4,41 5,18
0,1 M H2SO4 în 40% EtOH 4,91 5,23
0,05 M H2SO4 4,13 4,52
0,05 M H2SO4 în 20% EtOH 4,49 4,83
0,05 M H2SO4 în 30% EtOH 4,58 5,03
0,05 M H2SO4 în 40% EtOH 4,91 5,15
0,05 M H2SO4 în 50% EtOH 5,28 5,46
0,05 M H2SO4 în 60% EtOH 5,12 5,49
0,05 M H2SO4 în 70% EtOH 4,99 5,35
0,05 M H2SO4 în 80% EtOH 5,20 5,57
Notă: Extracţia produsului vegetal s-a efectuat în raport 1:50 
la temperatura 60°C timp de 30 min.
Figura 2. Cinetica extracţiei alcaloizilor benzofenantridi-
nici la prepararea probelor de produs vegetal 
“Frunze de maclee”
Din curbele cinetice de extracţie, prezentate în fi -
gura 2, se vede că concentraţia principalilor alcaloizi 
după 30 min nu se mai modifi că semnifi cativ şi acest 
timp poate fi  considerat optim. 
Evaluarea dependenței randamentului alcaloizilor 
analizați de numărul de extracţii consecutive (Tabe-
 
Figura 1. Cromatogramele probei de analizat din frunze de maclee şi a soluţiei standard: 1 – fagaridina;
2 – sanguinarina; 3 – cheleritrina
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lul 2) denotă că două extracţii asigură o regăsire mai 
înaltă de 98%, ce este sufi cient pentru analiza produ-
sului vegetal.
În baza datelor obţinute a fost propusă următoarea 
tehnică de preparare a probelor: 0,5 g produs vegetal 
fragmentat, ce trece prin sita cu diametru orifi ciilor 
355 mm, se introduce în balon cu capacitatea 100 ml, 
se adaugă 50 ml 0,05 M acid sulfuric în etanol 50% 
(V/V), se încălzeşte pe baia de apă la temperatura 60 
± 2°C timp de 30 min, amestecând periodic. Apoi 
conţinutul balonului se fi ltrează prin tampon de vată 
într-un balon cotat cu capacitatea 100 ml. Tamponul 
cu materia primă se reîntoarce în primul balon şi ex-
tracţia se repetă încă o dată, utilizând în calitate de ex-
tragent etanol 50% (V/V). Extractul sumar se răceşte 
până la temperatura 20°C, şi se completează volumul 
până la 100 ml cu etanol 50% (V/V). Alicota se cen-
trifughează 5 min la 3000-4000 g şi se fi ltrează prin 
fi ltru de membrană (0,45 mm). 10 ml proba obţinută 
se analizează paralel cu soluţia standard, ce conţine 
a câte 20 mg/l clorura de sanguinarină şi clorura de 
cheleritrină în etanol 50% (V/V).
De asemenea, s-a evaluat comparativ metoda de 
dozare spectrofotometrică descrisă în FS RB şi me-
toda cromatografi e de lichide elaborată. Prin metoda 
farmacopeică am obţinut rezultatele mult mai joase 
din cauza extracţiei incomplete a alcaloizilor, şi / sau 
descompuneri lor oxidative la etapele de tratare a pro-
dusului vegetal în mediu alcalin (Tabelul 3).
Tabelul 3
Conţinutul alcaloizilor benzofenantridinici în 
frunzele de maclee (în recalcul la bisulfaţi) depistat 






Prepararea conform FS 
RB, dozarea HPLC 0,907 0,527 0,380
Prepararea şi dozarea con-
form FS RB 1,08 - -
Metoda elaborată,dozarea 
HPLC 1,94 1,07 0,868
Estimarea compoziţiei fi tochimice a diferitor 
organe ale plantelor sp. Macleaya microcarpa (Ma-
xim.) Fedde. Repartizarea substanţelor active între 
diferite organe ale plantelor s-a studiat pe mostre pre-
levate în fazele de butonizare – înfl orire. 
Pentru determinarea alcaloizilor benzofenantri-
dinici principali s-a utilizat metoda HPLC în regim 
izocratic, descrisă anterior, iar acizii hidroxicinamici 
şi glicozidele fl avonolice s-au analizat în următoare-
le condiţii cromatografi ce: coloana Zorbax Eclipse 
XDB-C8, 3.5 mkm, 4.6 x 100 mm. Faza mobilă: gra-
dient liniar de la 4% până la 40% acetonitril în 0.05% 
acid trifl uoracetic timp de 20 min, viteza de eluţie 1,5 
ml/min, detecţia UV la 280 nm şi înregistrarea spec-
trelor în diapazonul 220-440 nm (Figura 3).
Conform datelor obţinute, cel mai înalt conţinut al 
alcaloizilor benzofenantridinici, cât şi ale unor grupe 
de compuşi polifenolici s-a depistat în limbul frunzei, 
puţin mai jos – în lăstarii generativi cu muguri sau fl ori 
şi cel mai mic – în tulpină şi în peţiolul frunzei (Tabe-
lele 4, 5). Pe lângă cei doi alcaloizi principali, în toate 
mostrele analizate am depistat cantităţi semnifi cative 
(în jur de 2,5% din suma alcaloizilor benzofenantridi-
nici) a fagaridinei (8-O-demetilcheleritrină), care este 
un analog structural al cheleritrinei. În acelaşi timp, 
organele aeriene practic nu conţin substanţe tanante. 
Luând în consideraţie aceste rezultate în ansamblu 
cu datele repartizării biomasei între organele plantei 
(Tabelul 4), se poate recomanda utilizarea în calitate 
de materie primă a frunzelor de maclee (cu peţiol sau 
fără). Prezenţa peţiolilor nu infl uenţează semnifi cativ 
la conţinutul alcaloizilor în produsul vegetal, dar ex-
tinde esenţial timpul de uscare al acestuia.
Analiza frunzelor de maclee, prelevate de pe 
exemplare individuale ale plantei, dintr-o populaţie, 
a arătat o variabilitate moderată a conţinutului san-
guinarinei (CV = 16,9%; N = 9) şi cheleritrinei (CV 
= 16,6%; N = 9). Totodată, în frunze, amplasate în 
partea superioară a tulpinii, am depistat cel mai înalt 
conţinut de alcaloizi, care scade treptat în direcţia 
părţii inferioare, iar diferenţa maximă a conţinutului 
Tabelul 2
Regăsirea alcaloizilor benzofenantridinici la extracţii consecutive, efectuate la etapa de preparare a 




Concentraţia Suma cumulativă (regăsirea) Concentraţia Suma cumulativă (regăsirea)
1 77,13 mg/l 77,13 mg/l  (91,12%) 65,03 mg/l 65,03 mg/l  (91,3%)
2 6,411 mg/l 83,54 mg/l  (98,7%) 5,298 mg/l 70,33 mg/l  (98,8%)
3 0,651 mg/l 84,19 mg/l  (99,5%) 0,518 mg/l 70,84 mg/l  (99,5%)
4 0,315 mg/l 84,50 mg/l  (99,8%) 0,243 mg/l 71,17 mg/l  (99,97%)
∞ 84,64 mg/l  (100%, extrapolarea 
cu funcţia Weibull)
71,19 mg/l  (100%, extrapolarea 
cu funcţia Weibull)
Notă: Extracţia s-a efectuat utilizând solventul acid sulfuric 0,05 M în etanol 50% la 60°C timp de 30 min.
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atinge de 2,5-3 ori şi este mai pronunţată pentru san-
guinarină.
Contribuţii la standardizarea produsului vegetal 
„Frunze de maclee”. Metoda cromatografi că în re-
gim izocratic a fost inclusă în proiectul de monografi e 
farmacopeică (MF) pentru frunze de maclee şi se fo-
loseşte atât pentru dozarea alcaloizilor benzofenantri-
dinici, cât şi pentru identifi carea lor după parametrii 
de retenţie şi spectrele UV. Totodată am armonizat 
cerinţele către conţinutul sumei alcaloizilor cu acu-
rateţea metodei analitice propuse, stabilind limita de 
jos la nivel de 1% în produs vegetal uscat. De ase-
menea în proiectul MF sunt incluşi şi alţi indici de 
calitate necesari pentru caracterizarea materiei prime 
vegetale, cum ar fi  caractere macro- şi microscopice, 
limitele pentru impurităţi admisibile (cel mult 5%), 
pierdere prin uscare (cel mult 13%), cenuşa totală (cel 
mult 13%) şi cea insolubilă în acid clorhidric (ce mult 
0,5%) şi alte.
Concluzii
S-a elaborat un procedeu rapid, simplu şi efi ci-
ent pentru dozarea alcaloizilor benzofenentridinici în 
părţile aeriene de maclee, care se bazează pe separa-
rea lor cromatografi că, luând în consideraţie aptitudi-
Figura 3. Cromatograma extractului din frunze de maclee la eluarea în gradient şi detecţia la 280 nm: 1 – acizi hi-
droxicinamici; 2 – glicozide fl avonolice; 3 – alcaloizi benzofenantridinici; 4 – alcaloizi terţiari; CA – acid clorogenic; 
Fa – fagaridina; Sa – sanguinarina; Che – cheleritrina
Tabelul 4
Conţinutul alcaloizilor benzofenantridinici şi repartizarea masei produsului uscat între organele aeriene 
ale macleei
Mostra
Conţinutul alcaloizilor, mg/g Masa orga-
nelor, g
Parte din masa 
herbei, %Sanguinarină Cheleritri-nă Fagaridină
Prelevată
 în faza de 
butonizare 
Tulpina 1,07 1,46 0,040 32,4 54,8
Peţiolul frunzei 1,77 2,39 0,034 3,87 6,5
Limbul frunzei 9,76 8,91 0,377 17,6 29,8
Lăstari generativi cu muguri 6,05 5,09 0,325 5,22 8,8
Prelevată
 în faza de 
înfl orire
Tulpina 0,81 0,93 0,016 7,04 48,1
Peţiolul frunzei 2,90 3,07 0,078 0,73 5,0
Limbul frunzei 8,94 7,06 0,308 4,69 32,1
Infl orescenţa 3,94 3,32 0,229 1,09 7,5
Tabelul 5
Dozarea grupelor de compuşi biologici activi în organele aeriene ale unei plante individuale de maclee
Mostra
Conţinutul sumar






















 în recalcul 
la rutozidă,
 mg/g
Tulpina 2,57 15,6 0 2,26 1,30
Peţiolul frunzei 4,19 21,7 0,4 4,86 3,14
Limbul frunzei 19,1 52,9 1,0 22,0 24,1
Lăstari generativi cu 
muguri
11,5 48,6 0,2 20,5 23,8
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nea de a se lega cu componenţii matricei biologice. 
S-a studiat repartizarea alcaloizilor, precum şi a unor 
grupe de compuşi polifenolici (fl avonozide şi acizi hi-
droxicinamici) între diferite organe aeriene ale plan-
telor, confi rmând că frunzele, preferabil fără peţioli, 
sunt cele mai potrivite în calitate de materie primă. 
Pe baza studiilor efectuate a fost elaborat proiectul 
de monografi e farmacopeică pentru produsul vegetal 
„Frunze de maclee”.
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